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Abstract
誗RNA interference ( RNAi) is the post - transcriptional
gene silencing based on sequence-specific degradation of
mRNA, and triggered by double - stranded RNA. RNAi
technology is widely used in gene therapy and research of
gene function and almost become a standardized technical
tool with very broad prospect. The eyes with immune
privilege are very suitable for the treatment of RNAi,
which has been widely used for a variety of eye diseases,
especially cataract. This paper briefly introduces the basic
principle of RNAi technology and summarizes the recent
research and application of this technology in cataract.
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摘要
RNA 干扰(RNA interference,RNAi)是由双链 RNA 介导、
在转录后水平诱导同源基因的 mRNA 降解来关闭其基因
表达的过程。 RNAi 技术投入少、周期短、操作简单,被广
泛运用于基因治疗和基因功能的研究,几乎成为一种标准
化技术工具,在生物医学的研究及应用领域具有广阔的前
景。 眼球相对密闭且免疫豁免,非常适合应用 RNAi 进行

治疗,尤其在白内障领域,RNAi 得到越来越广泛的应用。
本文主要介绍 RNAi 技术的基本原理,并对该技术在白内

障研究的应用进展进行综述。
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0 引言

RNA 干扰(RNA interference,RNAi)是一种利用双链

RNA 来诱导同源基因的 mRNA 高效特异性降解从而诱发

转录后基因沉默的现象[1]。 RNAi 广泛存在于动植物体

内,是在进化上保守且具有核苷酸序列的特异性防御机

制。 RNAi 技术投入少、周期短、操作简单、用途广泛,在基

因治疗领域发挥巨大的作用,研究者也能通过这种方法探

索基因功能、研究细胞信号通路和生长分化的过程[2]。 白

内障是最常见的眼部疾病,RNAi 技术在白内障相关领域

的研究包含了许多相关病理和生理过程的探讨与干预、多
种白内障相关疾病的基因治疗。 本文主要介绍 RNAi 技
术的基本原理,并对该技术在白内障的研究应用进展进行

综述。
1 RNAi的作用机制

RNAi 是生物进化过程中为了抵御转基因或者外源性

病毒的侵犯、维护细胞正常发育所形成的一种保护机制,
属于转录后基因沉默机制的范畴。 RNAi 技术是指人为导

入与内源靶基因具有相同序列的双链 RNA。 双链 RNA 进

入细胞后,一方面与 RNA 核酸酶相结合,被酶切成很多被

称之为小干扰 RNA( short interfering RNA,siRNA)的小片

段,这一过程被称为干扰的启动阶段;另一方面和某些蛋

白形成多聚核酸酶复合物,此复合物结合与 siRNA 互补的

mRNA,执行 RNAi 的效应功能。 与此同时,多聚核酸酶复

合物以 siRNA 作为引物,mRNA 作为模板,在 RNA 聚合酶

的作用下自身扩增,再重复以上被酶切的过程,新生成的

siRNA 同样具有诱发 RNAi 的作用,通过这种聚合酶链式

反应,细胞内 siRNA 大量增加,显著抑制了基因的表达[3]。
2 RNAi的特点

RNAi 技术被广泛应用于基因治疗和基因功能的研

究,几乎已经成为一种标准化技术工具,在生物医学的研

究和应用领域具有广阔的前景[4]。 首先,RNAi 技术具有

普遍性,几乎能设计出所有相应的 siRNA 以针对基因异常

高表达的疾病,几乎所有的基因都能够通过 RNAi 被沉

默;其次,RNAi 技术具有高效性,细胞内的 RNAi 途径一

旦启动,反应信号就被迅速放大,siRNA 转染入细胞 4 ~ 6h
便开始降解目标的 mRNA,转染 24h 后即能检测到显著的
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蛋白抑制,与传统基因沉默技术相比,RNAi 的沉默效应强
10 ~ 1000 倍[2]。 再次,RNAi 技术具有高度特异性,RNAi
特异地降解与之序列相应的单个内源基因的 mRNA,而其
他 mRNA 的表达则不受影响;此外,RNAi 技术具有可遗传
性,RNAi 基因表达的效应可以跨越细胞界限,在不同细胞
间甚至生物体内长距离传递、维持甚至传递给下一代。
3 RNAi在白内障中的研究应用

眼球相对密闭,且免疫豁免,非常适合应用 RNAi 进
行局部治疗[5],这种局部治疗可以靶向沉默相应的基因,
又避免了对身体其他部位同种基因的干扰。 因为 RNAi
序列的特异性以及眼球组织的相对独立性,RNAi 技术得
以大量应用于眼科基础和临床研究。 而眼组织局部
siRNA 的应用,为研究其基因敲除提供了更多途径[6]。
RNAi 在眼病的研究集中在视网膜脉络膜新生血管的防
治[7-8]、糖尿病性视网膜病变[9-10]、原发性开角型青光

眼[11]、角膜及虹膜新生血管的治疗[12]等方面。 近年来,在
白内障相关领域的研究应用尤为广泛,并且取得了相当的
成绩。 目前,RNAi 在白内障的研究方向主要集中在后发
性白内障、糖尿病性白内障以及年龄相关性白内障。
3郾 1 RNAi 在后发性白内障的应用 摇 后发性白内障
(posterior capsule opacification,PCO) 是指白内障摘除术

后,残 留 的 前 囊 及 赤 道 部 的 晶 状 体 上 皮 细 胞 ( lens
epithelium cells,LECs)增殖、迁移至后囊膜,并且分泌胶原
和基底膜样物质引起的晶状体后囊膜混浊。 PCO 的发生
与 LECs 的增殖及上皮间质转分化(epithelial-mesenchymal
transition,EMT) 密切相关,是外界刺激与细胞外基质
(extracellular matrix,ECM)共同作用的结果。 PCO 是白内
障摘除术后最常见的并发症,也是导致术后视力二次下降
的主要原因,且发生率较高,在儿童可以达到 100% 。 尽
管临床的 YAG 激光治疗相对简单,但是对于 PCO 患儿,
存在很大的局限性和并发症的可能。

从 PCO 发生的病理生理机制上看,LECs 发生 EMT 的

过程,其多种表现实质上就是 PCO 发生、发展的主要病理
基础。 而 TGF-茁 是病理条件下晶状体上皮细胞特性改变
的始动调节因子,可以诱导细胞 EMT 的全过程,对细胞的
生长、活化、转分化、黏附、移行和凋亡及细胞周期等多方
面进行调控。 大量研究围绕着利用 RNAi 技术对 LECs 中
EMT 和 TGF-茁 信号通路的阻断进行。 靶向 RNA 干扰
Snail 基因可以抑制人 LECs 中由 TGF-茁2诱导的 EMT,这
一发现为防治 PCO 药物靶点的确定提供新的思路和理论

依据[13]。 而 LECs 中沉默 Smad3 的表达阻断了 TGF-茁2对
纤维连接蛋白和玉型胶原增殖的效果,沉默 Smad2 的表达
阻断了 TGF-茁2对 琢-SMA 细胞迁移和增殖的影响。 有效
的沉默 Smad2 和 Smad3 阻断了 TGF-茁2 对细胞增殖、迁移
和 ECM 生成的影响。 Smad2 和 Smad3 均是 TGF-茁2 信号
通路的关键因子,阻断 TGF-茁2 / Smad2&3 能预防白内障

术后 PCO 的发展[14]。 不仅如此, Smad4 也参与调节
TGF-茁信号通路的过程,通过 mir - 204 - 5p 靶向抑制
Smad4 同样干预了细胞 EMT 的进程,达到了抑制 PCO 的
目的[15]。 最近发现一种潜在的用于预防和治疗 PCO 的新
靶点 Bit1,实验中发现 Bit1 促进了 琢-SMA 诱导的TGF-茁2
表达,并积极参与调控细胞 EMT 的发生过程,当利用

RNAi 技术抑制 Bit1 的表达时,发现 LECs 的增殖、迁移和
EMT 均受到限制[16]。 利用 siRNA 抑制哺乳动物雷帕霉素
靶蛋白的表达,抑制了 p70S6K 和 AKT 信号通路,也可以

有效抑制 LECs 的增殖、移行和 EMT,这项研究认为雷帕
霉素靶蛋白的 siRNA 可能是抑制 LECs 生长和 EMT 的有
效药物,为 PCO 的治疗提供了一种替代治疗方法[17]。

其他的细胞因子和生长因子也是 RNAi 技术治疗
PCO 的热点。 成纤维细胞生长因子 ( fibroblast growth
factor,FGF)可能在 PCO 的发展过程中占重要位置,正常

的 LECs 在 TGF-茁 和 FGF2联合作用下,其 EMT 过程中的
迁移能力显著增强,FGF2诱导的 ERK 信号抑制了原肌球

蛋白对 TGF-茁 的异常调控,从而引起细胞迁移的异常表
达[18]。 EGFR 的 siRNA 在蛋白和分子水平引起 LECs 内表

皮生长因子受体(epithelial growth factor receptor,EGFR)表
达的降低,有效抑制 LECs 的增长,调控细胞周期,从而达
到预防 PCO 的作用[19]。 此外,E-cadherin、N-cadherin 和

茁-catenin 在 LECs 转分化的 EMT 过程中扮演重要角色,
E-cadherin的 siRNA 引起细胞中 E-cadherin 和 N-cadherin
的表达明显降低, 茁 - catenin 的表达没有变化,证实
E-cadherin参与 LECs 的转分化是通过影响 N-cadherin 的

表达起作用的[20]。 KLF6SV1 的 siRNA 引起 LECs 中 p27
(kip) 水 平 升 高, PCNA 表 达 减 少, 与 对 照 组 相 比,
KLF6SV1-siRNA转染的细胞存活能力较低,细胞增殖受
到抑制[21]。
3郾 2 RNAi在糖尿病性白内障中的应用摇 糖尿病性白内障

是非常重要的代谢型白内障,是糖尿病患者的最常见并发
症之一。 抗糖尿病性白内障药物的研发集中在醛糖还原
酶抑制剂、抗氧化剂、糖基化抑制物、中草药制剂等方面。
并不是所有的糖尿病患者都有眼部并发症(包括白内障

和视网膜病变),矛盾的是,一些血糖控制不良的糖尿病
患者似乎受到了保护,而其他有良好代谢控制记录的人群
反而出现了严重的并发症。 这些观察表明,一个或多个危
险因素可能会影响糖尿病患者患白内障病变的可能性。
醛糖还原酶基因表达水平的升高被认为是糖尿病性白内

障发展的高危因素。 醛糖还原酶在高血糖和胰岛素缺乏
中的高表达改变了细胞增殖和凋亡的平衡,可能是构成晶
状体混浊的主要原因,因此醛糖还原酶对于晶状体透明度

和内稳态的维持至关重要[22]。 RNAi 技术对糖尿病性白
内障的研究集中在对醛糖还原酶的干预上。 有研究设计
一段醛糖还原酶的 siRNA 转染入老鼠晶状体上皮细胞中,
发现该质粒可以降低细胞中醛糖还原酶的表达,同醛糖还

原酶抑制剂一起,均抑制了细胞内活性氧簇的增加、NF-
资B 的激活及高糖水平诱导的细胞凋亡,严重引起了鼠晶
状体上皮细胞内高糖相关的改变,这项研究为糖尿病性白

内障的防治提供新的思路[23]。 有研究利用醛糖还原酶的
siRNA 构建醛糖还原酶敲除的大鼠,其基因分型分析显
示,在同窝幼鼠中超过 90%的醛糖还原酶被敲除,有趣的

是,基因敲除后所有的雄性动物都出生,但是只有 3 只雌
性老鼠存活了下来,并且这 3 只雌性动物都不能生育后
代。 体外实验的结果表明,与野生型大鼠晶状体相比,醛
糖还原酶敲除鼠的晶状体更能抵抗高糖诱导凋亡和氧化
应激反应,这一发现证实了醛糖还原酶对于高糖所诱导晶
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状体混浊的调解作用,并指出醛糖还原酶的抑制在预防糖
尿病性白内障中发挥重要作用[24]。 在另外的相似研究
中,利用 siRNA 技术来抑制 LECs 醛糖还原酶的表达,达
到与醛糖还原酶抑制剂相同的效果,二者均通过干扰
TGF-茁2 / Smad 信号通路抑制 LECs 的 EMT 过程[25]。 在大
鼠糖尿病性白内障形成过程中,醛糖还原酶的活性不仅与

山梨糖醇或者半乳糖醇的产生有关,还与信号转导变化、
细胞毒性信号和凋亡的激活有关。 糖尿病性白内障的形
成过程中可以看到晶状体对渗透压力的生物物理反应,导
致晶状体内 bFGF 和 TGF-茁 产生的增加,以及细胞毒性信

号通路的改变[26]。
3郾 3 RNAi在年龄相关性白内障的应用摇 年龄相关性白内
障也被称为“老年性白内障冶,是多种因素综合作用引起

晶状体老化,从透明状态变成混浊的一种退行性病变。 晶
状体上皮细胞的凋亡被认为是其发生的主要原因,也有研
究认为代谢综合征及其组成部分,如腹部肥胖、高血压和

空腹血糖受损,都与年龄相关性白内障的形成有关[27]。
RNAi 对年龄相关性白内障的研究集中在白内障发生机制
的探讨和对凋亡相关因子的抑制。 分别构建外源性过氧

亚硝酸盐和 MsrB1 基因的 siRNA 均导致 LECs 内氧化应
激反应和内质网压力的增加、Caspase-3 的活化和细胞凋
亡的增加,由此推论,MsrB1 在 LECs 的调节氧化还原平衡
和减轻应激反应中发挥重要作用,并通过抑制 Caspase-3
的活性和在病理条件下氧化损伤的反应来保护 LECs 的
凋亡,其活性的丧失是导致年龄相关性白内障的原因[28]。
在年龄相关性白内障中,Bcl2L2 因子上调及 mir-133b 的

下调抑制了 LECs 的凋亡,mir-133b 增强细胞的活性,而
Bcl2L2 则抑制细胞的活性,mir -133b 抑制了细胞凋亡,
Bcl2L2 加速细胞凋亡,因此 Bcl2L2 是 mir -133b 的靶基
因,mir-133b 和 Bcl2L2 之间存在负调控关系,mir -133b
和 Bcl2L2 共同干扰 LECs 的存活和凋亡[29]。 TUG1 和凋
亡因子 Caspase-3 在年龄相关性白内障中的前囊膜上的

表达均明显增高,而 mir-421 的表达则明显降低,在使用
UV 照射治疗的 LECs 中,TUG1 和 Caspase-3 以及细胞凋
亡率的表达水平显著高于对照。 TUG1 负性调控 mir-421
的表达,促使 UV 照射诱导的 LECs 凋亡。 然而,mir-421
抑制剂和 PCDNA-caspase-3 可以逆转 TUG1 的 siRNA 引
起的细胞凋亡作用,这提示 TUG1 通过下调 mir-421 的表
达促进紫外线诱导的凋亡。 TUG1 和 Caspase - 3 都是
mir-421的直接靶基因[30]。 另外,在关于 siRNA 抑制钙蛋

白酶的研究中发现,高水平的内源性蛋白酶抑素确实抑制
了正常 LECs 的钙蛋白酶活性,年龄相关的氧化可能会导
致 LECs 的钙蛋白酶活性的丧失,随之而来的是长期休眠

的钙蛋白酶 2 被激活、关键细胞骨架蛋白的蛋白酶解以及
白内障的形成[31]。 有研究分别对 D-半乳糖和 SelR 进行

基因沉默,发现 SelR 可能会保护 LECs 细胞线粒体,减轻
由 D-半乳糖引起的氧化应激和内质网应激反应,由此推
断硒作为微量元素在 LECs 中发挥重要作用,为年龄相关
性白内障的研究提供了新思路[32]。
3郾 4 其他摇 RNAi 技术也被应用于白内障手术中 LECs 的
愈合过程的研究。 众所周知,波形蛋白对于细胞修复的功
能至关重要,并主导了伤口愈合的全过程,有研究设计模

拟白内障手术的模型以研究 LECs 的创伤愈合过程,波形
蛋白的 siRNA 组同波形蛋白抑制药物组均阻碍了在伤口
边缘的修复细胞向外延展的进程,减慢了伤口愈合。 这些
研究显示波形蛋白作为修复细胞功能中关键的细胞骨架

媒介,参与了模拟白内障手术中 LECs 的愈合过程[33]。
4 小结和展望

RNAi 作为一种高效的基因剔除技术,在白内障相关
领域发展极为迅速,并具有广阔的前景。 然而,与其他基
因治疗一样,RNAi 技术在治疗疾病方面的问题也很明显:
如果几个基因的序列相同或者近似,RNAi 会出现非特异
性基因沉默;表达载体系统效率欠缺,有待改进;RNAi 效
应维持的时间难以满足实际应用的需要,难以在体内准确
调控导入基因表达的时间性和空间性;RNAi 技术多在体

外培养细胞以及动物实验中进行,离临床应用还有相当的
距离等。 但是,RNAi 仍不失为一种研究基因功能的有力
工具,也必将成为一种新的基因治疗的途径和策略,从而

给白内障基因功能的研究和基因治疗带来新的飞跃。
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